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Amended claims under Art 34 PCT 



Use of peripheral-blood mononuclear cells that have 
been stimulated via cascade priming (CAPRI cells), 
which are obtainable by the following stimulation 
process : 

peripheral-blood mononuclear cells (PBMC) are 
subjected to primary stimulation by means of CD3 
antibodies or by means of immobilised CD3 antibodies, 

naive PMBC are added to the PBMC that have been 
subjected to primary stimulation and are incubated for 
the purpose of stimulating the naive PBMC, 

the primary stimulation of the PBMC and/or the 
stimulation of the naive PBMC being undertaken in the 
presence of interleukin-2 and/or interleukin-4 and/or 

interferon-y. 

for the purpose of providing an agent for the treatment 
of cancerous diseases. 

Use according to Claim 1, characterised in that use is 
made of autologous or allogenic CAPRI cells. 

Use according to Claim 1 or 2, characterised in that 
the ratio of PBMC subjected to primary stimulation to 
naive PBMC is between 1:10 and 10:1. 

Use according to Claim 3, characterised in that the 
ratio of PBMC subjected to primary stimulation to 
naive PBMC is 1:1. 
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5. Use according to one of Claims 1-4, characterised in 
that the CAPRI cells are administered by means of an 
injection intradermally, intravenously and/or 
intramuscularly and/or in or around the tumour. 
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6. Use according to Claim 5, characterised in that the 
CAPRI cells are administered by means of an injection 
intradermally and intravenously. 



10 7. Use according to Claim 5 or 6, characterised in that- 

the CAPRI cells are administered in a dosage of 0.5-30 
million cells per injection. 

8. Use according to Claim 7, characterised in that the 
15 CAPRI cells are administered in a dosage of 1-20 

million cells per injection. 

9. Use according to one of Claims 1-6, characterised in 
that the CAPRI cells are administered together with 

20 CD3-stimulated lymphocytes. 



10. Use according to Claim 9, characterised in that the 
CD3-stimulated lymphocytes are administered in a dosage 
of 1-20 million cells per injection. 

25 

11. Use according to Claim 9 or 10, characterised in that 
the CD3-stimulated lymphocytes are administered by 
means of an injection intradermally and/or 
intramuscularly. 

30 

12. Use according to one of Claims 9-11, characterised in 
that the CD3-stimulated lymphocytes are administered 
into a different place in the body of the patient than 
the CAPRI cells. 
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Use according to one of Claims 1-12, characterised in 
that it is undertaken together with a medicinal or 
radiotherapeutic treatment that is matched to the type 
of disease. 
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Verwendung von stimulierten mononuklearen Zellen des 
peripheren Blutes zur Behandlung von Krebserkrankungen 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von liber eine "Kaskaden- 
Gedachtnispragung" stimulierten oder aktivierten mononuklearen 
Zellen des peripheren Blutes zur Behandlung von Krebserkran- 
kungen . 

Im Rahmen der Immuntherapie zur Bekampfung von Krebserkrankun- 
gen stellt die Stimulierung von naiven (nicht stimulierten) 
T-Lymphozyten einen wichtigen Ansatz dar. Eine optimale Akti- 
vierung von naiven T-Zellen erfordert eine spezifische antige- 
ne Stimulierung des a(3-T-Zellrezeptors (TCR) durch den MHC- 
Peptid/Antigen-Komplex (MHC = grofier Histokompatibili - 
tatskomplex) in Verbindung mit costimulatorischen Signalen. 
Die Abwesenheit der Costimulierung fuhrt zu einer funktionel- 
len Deaktivierung der T-Zellen. Die costimulatorischen Signale 
werden am besten von den Antigen-prasentierenden Zellen (APC) 
bereitgestellt . 

Die APC sind mit einer Reihe von costimulatorischen Molekulen 
ausgestattet, die substantiell zur Verstarkung der spezifi- 
schen Aktivierung von T-Zellen uber den TCR beitragen. Akti- 
vierungs-induzierende komplementare Molekule konnten auf T- 
Lymphozyten und APC in Form von Membranprot einen identif iziert 
werden. Auf den T-Lymphozyten werden die Membranproteine un- 
terteilt in T-Zell-Corezeptoren, wie das CD4-Molekul oder das 
CD8-Molekul, und in interzellulare Adhasionsmolekule- 1 , 2 , 3 (I- 
CAM-1,2,3). Letztere werden von APC und T-Zellen exprimiert 
und treten mit der Leukozytenf unktion Antigen- 1 in Wechselwir- 
kung (LFA-l-Rezeptorfamilie CDlla/CD18) , die ebenfalls von APC 
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und T-Zellen exprimiert wird. Die CD2 -Molekiile , die von den 
meisten T-Zellen exprimiert werden, reagieren mit CD58 (LFA- 
3) . Die T-Zellen wie auch die APC exprimieren die Adhasionsmo- 
lekiile LFA-1 und ICAM-1, die fur den intensiven Kontakt zwi- 
schen APC und T-Zellen von groSter Bedeutung sind. Kiirzlich 
wurden weitere Molekiile mit costimulatorischer Funktion iden- 
tifiziert, wie z.B. CD27/CD27L (expandieren T-Zellen nach CD28 
Costimulation) , SLAM (Cdwl50, Mitglied der CD2-Familie, erhoht 
die Interferon y (IFN y) -Produktion und Proliferation der Ge- 
dachtnis-T-Zellen) und OX40 (CD134, fordert die Helfer-2-T- 
Zellen- (T H 2) -Antwort und unterstiitzt die T H 1- und T H 2- 
Prolif eration) . Die genaue Funktion weiterer costimulatori- 
scher Molekiile wird weiterhin diskutiert, kein Zweifel besteht 
jedoch an der Bedeutung der Aufklarung fur das Verstandnis der 
individuellen Immunantwort (J.E.M. van Leuwen, L. Samelson, T 
cell antigen-receptor transduction, Curr. Opin. Immunol. 
11:242-248 (1999) ) . 

Krebszellen liefern nur in geringem MaSe costimulatorische Si- 
gnale. Des weiteren neigen Krebszellen dazu, die Expression 
von MHC-Molekiilen drastisch einzuschranken und so die Erken- 
nung der Tumorpeptide im MHC-Kontext zu verhindern. 

Mehrere Strategien wurden entwickelt, urn der geringen Stimu- 
lierung der Krebszellen entgegenzuwirken und die naiven (nicht 
stimulierten) T-Lymphozyten gegen die relevanten Tumorantigene 
zu pragen. Viele Bemiihungen gingen in Richtung einer Verbesse- 
rung der costimulatorischen Signale mit Hilfe der Gentechnik, 
z.B. durch Transfektion von Tumorzellen mit T-Zellen aktivie- 
renden Genen. Des weiteren sind viele Anstrengungen auf die 
Isolierung und Identif izierung von Tumorpeptiden gerichtet. 
Solche Tumorpeptide werden zur Beladung von APC verwendet , urn 
eine effiziente Presentation der MHC-Tumorpeptid-Komplexe ge- 
geniiber den T-Zellen zu ermoglichen. Dadurch soil eine Akti- 
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vierung der T-Zellen und die Induktion von T-Zellen-Gedachtnis 
erreicht werden. Mit Antigen beladene APC werden bereits in 
klinischen Forschungszentren in Patienten reinf undiert , urn 
naive T-Zellen anzuziehen und gegen das Tumorantigen zu pra- 
gen. Bis jetzt wurde die intensive Beladung der APC entweder 
mit Tumorpeptiden/Antigenen Oder iiber eine Inkubation mit 
Krebszellen vorgenommen. 

Der sehr geringe Erfolg dieser therapeutischen Strategien wird 
durch vier Hauptprobleme , die einzeln oder in Kombination auf- 
treten konnen, bedingt : 1) die Schwierigkeit , ein Tumorantigen 
zu identif izieren, welches in jedem Individuum eine starke Im- 
munantwort induziert, 2) der Verlust von ausgewahlten Presen- 
tations -Ant igenen auf den Tumorzellen, der durch den Verlust • 
der Presentation einzelner MHC-Molekule bewirkt wird, welche 
diese Tumorantigene/ Peptide prasentierten, 3) die Fahigkeit 
von Krebszellen, naive Zellen durch Zytokine zu inaktivieren 
und 4) das nicht ausreichende Auftreten von costimulatorischen 
Signalen. 

Eine andere Strategie zur Behandlung von u.a. Krebserkrankun- 
gen wird in der WO95/20649 beschrieben. Darin wird ein Verfah- 
ren zur Herstellung von in vitro generierten Immunzellen of- 
fenbart, bei dem mononukleare Zellen des peripheren Blutes 
(PBMC) mit einem loslichen CD3 -Antikorper inkubiert werden, 
und der Uberstand zur Inkubation von naiven PBMC verwendet 
wird. Die so erhaltenen immunreaktiven Zellen, deren T- 
Zellpopulation vorwiegend aus Helfer-T- Zellen (CD4 + ) und zyto- 
toxische T-Zellen (CD8 + ) besteht, werden in den Patienten 
reinf undiert . 



Es besteht daher weiterhin ein Bedarf fur ein Mittel zur Be- 
handlung von Krebserkrankungen. 
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Erf indungsgemaS konnen die iiber die Kaskaden-Gedachtnispragung 
stimulierten PBMC (sogenannte CAPRI-Zellen) zur Behandlung von 
Krebserkrankungen eingesetzt werden. 

Gemafi der Erfindung werden naive T-Zellen im PBMC-Verband ei- 
nes Patienten in vitro aktiviert und gegen die eigenen Tumor- 
zellen gepragt ; dabei kommen PBMC zum Einsatz, die nicht einer 
vorherigen Tumorantigen-Beladung unterworfen werden muss ten. 
Fur diese in vitro- Pragung besteht somit nicht die Notwendig- 
keit, Tumorzellen zu verwenden oder die spezifischen Tumoran- 
tigene/Peptide zu identif izieren . 

Bei der Kaskaden-Gedachtnispragung werden naive PBMC mittels 
T-Ltymphozyten stimulierender Agenzien primar stimuliert, und 
diese primar stimulierten PBMC naiven PBMC zugesetzt, wodurch 
die naiven PBMC ihrerseits stimuliert werden, und die daraus 
resultierenden CAPRI-Zellen ("cascade primed" Zellen) erf in- 
dungsgemaS zur Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt 
werden konnen. 

Unter T-Lymphozyten stimulierende Agenzien werden CD3- 
Antikorper, B7-Antik6rper , Lektine, Calciumionophore , allogene 
Zellen, xenogene Zellen und ahnliches verstanden. Die ver- 
schiedenen Agenzien konnen allein oder in Kombination fiir die 
Primarstimulierung eingesetzt werden. Die Primarstimulierung 
erfolgt bevorzugt iiber die Verwendung von CD3 -Antikorpern, 
insbesondere von immobilisierten CD3 -Antikorpern . Die Stimu- 
lierung der naiven PBMC, resp. der T-Lymphozyten im PBMC- 
Verband, kann aber auch durch die anderen auf gelisteten Ma£- 
nahmen erreicht werden, die in der W09 9/503 93 des Anmelders, 
auf die hier ausdriicklich verwiesen wird, ausfuhrlich be- 
schrieben werden. Im folgenden wird die Erfindung am Beispiel 
der CD3-Antik6rper vermittelten Primarstimulierung naher be- 
schrieben, ohne dafi die Erfindung darauf beschrankt werden 
soil . 
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Die Primarstimulierung der T-Lymphozyten im PBMC-Verband kann 
mittels CD3-Antikdrper unter nachf olgendem Zusatz von Inter- 
leukin-2 (IL-2) (sog. IL-2 Unterstutzungsphase) erfolgen. Nach 
einer Inkubationszeit fur die Primarstimulierung von 4-8 h 
werden den stimulierten PBMC (resp. den stimulierten T- 
Lymphozyten im PBMC-Verband) naive PBMC zugesetzt. Nach einer 
weiteren Inkubationsdauer von mindestens 18-24 h (sog. Pra- 
gungsphase) ist die Stimulierung der naiven PBMC abgeschlos- 
sen, so daS die Zellpraparation unter Zusatz von IL-2 ca. 3 
Tage expandiert und/oder erf indungsgemaS eingesetzt werden 
kann (sog. Expansionsphase) . Wahrend dieser weiteren Inkubati- 
on erfolgt eine kontinuierliche Weiterstimulierung der bereits 
primar stimulierten Zellen, wahrend die neu hinzugef ugten nai- 
ven PBMC hauptsachlich iiber die in dem ersten Schritt primar 
stimulierten Zellen stimuliert werden. Das zahlenmaSige Ver- 
haltnis der primar stimulierten PBMC zu den naiven PBMC be- 
tragt in der Regel etwa 1:1. Das Verfahren zur Herstellung von 
CAPRI -Zellen und der en Verwendung zur Behandlung von mit dem 
Gehirn assoziierten Erkrankungen, Storungen und Schadigungen 
wird bereits in der WO99/503 93 des Anmelders angesprochen . 

GemaS einer weiteren Ausf iihrungsf orm konnen wahrend der IL2- 
Unterstiitzungsphase und/oder wahrend der Pragungsphase andere 
Zytokine, wie z.B. IL-4 und/oder GMCSF («»IL-4 CAPRI -Zellen" ) 
oder Interferone ( " I FN y CAPRI - Zellen" ) zugegeben werden, urn so 
die Expression anderer Peptide durch die APC zu erreichen und 
die Expansion anderer APC- oder T-Zellsubpopulationen zu for- 
dern. Die CAPRI -Zellen konnen in einer neuen Runde der Pragung 
von naiven Zellen mit anschliefiender Expansion eingesetzt wer- 
den. 
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GemaS einer weiteren Ausf iihrungsf orm kann das Verhaltnis der 
cokultivierten aktivierten PBMC und der naiven PBMC von 1:1 zu 
1:10 oder 10:1 geandert werden, d.h. hundertfach. 

GemaS einer weiteren Ausf tihrungs form konnen auch allogene 
(fremde) Immunzellen bei der Herstellung von CAPRI-Zellen ein- 
gesetzt werden. Bei verwandten Individuen, bei denen ein oder 
zwei HLA-Haplotypen (HLA = humaner grower Histokompatibili- 
tatskomplex) tibereinstimmen, kann eine ausreichende Immunzel- 
lenkooperation zwischen den naiven T-Zellen und den aktivier- 
ten APC gewahrleistet werden. Bei einem unterschiedlichen 
Haplotyp kann eine zusatzliche Stimulierung auftreten (Allo- 
Stimulierung) . Die Alio -Stimulierung von einem Haplotypenun- 
terschied wurde vor langerer Zeit beschrieben (M.J. Sheeny, 
P.M. Sondel, M.L. Bach, R. Wank, F.H. Bach, HL-A LD (lym- 
phocyte defined) typing: a rapid assay with primed lym- 
phocytes, Science 188:1308-1310 (1975)). Zellen von nicht ver- 
wandten Individuen konnen ebenfalls verwendet werden, falls 
zwischen den allogenen Zellen und den Tumorzellen des Patien- 
ten genugend HLA-Ubereinstimmung fur eine HLA-restringierte 
Lyse besteht . 

Die folgenden Kombinationen konnen vorteilhaf terweise bei der 
Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt werden: 

1) Aktivierte APC des Patienten + naive PBMC eines Individuums, 
das die gleichen relevanten HLA- Allele aufweist: Die gene- 
rierten Gedachtnis-Ef f ektorzellen sind nicht vom Patienten, 
folglich Allo-CAPRI-Zellen. Dies stellt die haufigste Vari- 
ante dar, da in den meisten Fallen die APC des Patienten die 
Tumorpeptide am besten prasentieren . 

2) APC von einem "resistenten" Individuum (z.B. resistent gegen 
das humane Papilloma-Virus , HPV, R. Wank, C. Thomssen, High 
risk of sqamous cell carcinoma of the servix for women with 
HLA-DQW3, Nature 352:723-725 (1991)) werden zur Pragung von 
naiven PBMC einer Patientin mit durch HPV induziertem Gebar- 
mutterhalskrebs verwendet: Die APC sind fremd (Alio), die 
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generierten Gedachtnis-Ef f ektorzellen sind vom Patienten, 
folglich Allo-APC-CAPRI. 
3) Die APC wie auch die generierten Gedachtnis-Ef f ektorzellen 
sind fremd (Alio) , folglich Allo-allo-CAPRI -Zellen . Die Al- 
5 lo-allo-CAPRI -Zellen sind optimal, wenn sowohl der Patient 

als auch der allogene Donor mit dem gleichen karzinogenen 
Faktor in Beruhrung gekommen sind und der allogene Donor da- 
bei eine liberlegene Immunantwort aufwies. 

10 Die Kinetik der allogenen oder semi -allogenen CAPRI - 

Kombinationen unterscheidet sich nicht von der der "normalen" 
CAPRI -Methode. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erf indung 
15 werden CAPRI -Zellen in Kombination mit CD3 -aktivierten Zellen 
oder mit CD3 -aktivierten Zellen, die durch I FN y-Zugabe in 
Richtung der T H 1 -Population oder durch Zugabe von IL-4 in Rich- 
tung der T H 2- und CD8 + T-Zell-Populationen polarisiert worden 
waren, verabreicht . 

2 0 Dies hat zum Teil historische Griinde, da die nur CD3- 

aktivierten Zellen vor der Erf indung der CAPRI -Zellen bei an- 
deren Indikationen eingesetzt wurden. Da die Behandlung mit 
nur CD3 -aktivierten Zellen eine vorteilhafte Wirkung auf eine 
geringe Rate der Tumor -Wiederkehr hat (T. Takayama et al . , Ad- 
25 optive immunotherapy to lower postsurgical recurrence rates of 
hepatocellular carcinoma: a randomised trial, Lancet 3 56:802- 
807 (2000) ) , moglicherweise aufgrund der erhohten Zahl an CD8 + 
T-Zellen, konnen diese Zellen zur Unterstutzung der CAPRI - 
Zellen verabreicht werden. Zudem konnen CD3 -aktivierte Zellen 

3 0 bei Patienten mit depressiven Storungen erfolgreich eingesetzt ' 

werden, wie bereits in DE 19814701 des Anmelders beschrieben 
worden ist. Diese Effekte konnen auch erfolgreich bei der Be- 
kampfung der negativen Auswirkungen der Chemotherapie oder der 
Bestrahlung ausgenutzt werden. 
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Ohne dafi beabsichtigt wird # auf eine bestimmte Theorie zur Er- 
klarung der f eststellbaren Wirkung der CAPRI -Ze 11 en zur Be- 
kampfung von Tumorzellen festgelegt zu werden, wird der im 
folgenden naher erlauterte Wirkungsmechanismus in Betracht ge- 
zogen . 

Bei der Stimulierung iiber die Kaskaden-Gedachtnispragung wird 
davon ausgegangen, daS die Induktion der Immunantwort mit ei- 
ner allgemeinen Aktivierung der naiven T-Zellen im PBMC-Ver- 
band (mittels CD3 -Ant ikorper ) gestartet wird. Diese aktivier- 
ten T-Zellen sekretieren eine Reihe von Zytokinen, welche die 
APC (Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen, B-Lymphozy- 
ten) aktivieren. Entsprechend sekretieren aktivierte APC eine 
Vielzahl von Zytokinen und exprimieren vermehrt costimulatori- 
sche Liganden. Noch bedeutsamer aber ist die effizientere Pre- 
sentation von Peptiden endogenen oder exogenen Ursprungs durch 
die APC. Bei solchen Peptiden kann es sich um Tumorpeptide 
handeln, die von Krebs zellen generiert werden, und die nun 
vermehrt von den APC prasentiert werden. Es wird davon ausge- 
gangen, dafi die Stimulierung der anschlieEend zugesetzten nai- 
ven Zellen ganz tiberwiegend durch die aktivierten APC der pri- 
mar stimulierten PBMC erfolgt, d.h. hochspezif isch iiber den ap- 
TCR der T-Lymphozyten (CD4 + Helferzellen und CD8 + Killerzellen) 
in der naiven PBMC- Population . 

Im folgenden werden die verschiedenen Phasen, die wahrend der 
Kaskadengedachtnis-Pragung durchlaufen werden, noch naher be- 
leuchtet . 

1) T-Zellaktivierung via CD 3 - Induktion der Zytokinsekretion 
Die Bindung von T-Lymphozyten an immobilisierte CD3-Anti- 
korper und die Zugabe von IL-2 fuhren zu einer Aktivierung 
der T-Lymphozyten iiber die invarianten CD3 -Polypeptide, die 
mit dem ctP-TCR assoziiert sind. Die Aktivierung induziert 



1A-86 027 



9 



auch eine Sekretion von Zytokinen durch die T-Zellen. In 
dieser Phase kann der Typus der T-Zellenpopulation durch Ad 
dition von Zytokinen beeinfluSt und expandiert werden, so 
kann z.B. durch Zugabe von IL-4 eine spatere Amplif izierung 
in Richtung der T H 2-Zellen gelenkt werden. In dieser Phase 
kann auch eine signifikante Vermehrung der CD8 + T-Zellen be- 
obachten werden. 

2) Aktivierung der APC 

Die Zytokine der T-Zellen aktivieren die APC, Monozyten dif 
ferenzieren zu Makrophagen und dendritische Zellen reifen. 
Die Zytokine, die von den unterschiedlich aktivierten T- 
Zellen produziert werden, beeinflussen den vorherrschenden 
Typus der APC und beeinflussen auch die Art der enzymati- 
schen Untereinheiten, die in den APC aktiviert werden. Ent- 
sprechend sekretieren die aktivierten APC Zytokine, welche 
die Aktivierung der naiven Zellen in der Pragungsphase un- 
terstiitzen . 

3) Pragungsphase: Expression von MHC-Peptid-Komplex und von co 
stimulatorischen Molekiilen durch die APC 

Aktivierte APC sekretieren Zytokine, exprimieren costimula- 
torische Molekiile und den MHC-Peptid-Komplex, entweder de 
novo und/oder in hoheren Konzentrationen . Naive PBMC werden 
jetzt zu den aktivierten PBMC in gleichen Teilen zugef iigt . 
Aktivierte APC exprimieren zum Beispiel die costimulatori- 
schen B7-Molekule CD80/CD86, Adhasionsmolekule und weitere 
costimulatorische Molekiile zusammen mit dem MHC-Peptid-Kom- 
plex, was zu einer vollstandigen Aktivierung der T-Zellen 
liber den cc(3-TCR in Effektor- und Gedachtnis-T-Zellen f iihrt . 
Einige Monozyten aus den frisch zugef iigten naiven PBMC dif- 
ferenzieren durch die produzierten Zytokine und/oder durch 
den Kontakt mit aktivierten T-Zellen wie in 1) oder 2) zu 
dendritischen Zellen. Es ist vorstellbar, dafi dendritische 
Zellen nicht nur das Gedachtnis der T-Zellen induzieren, 
sondern auch das Gedachtnis der T-Zellen in der in vivo- 
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Situation durch Presentation der MHC-Pept id-Komplexe auffri- 
schen . 

Der Vorteil der erf indungsgemaSen Verwendung der Kaskaden- 
Gedachtnispragung bei der Behandlung von Krebserkrankungen ge- 
genuber alien bisher bekannten Aktivierungsmethoden liegt in 
der Spezifitat und der Geschwindigkeit der Gedachtnis- 
Induktion in den Lymphozyten . Die Kaskaden-Gedachtnispragung 
erfordert nur 24 h bis zum Erhalt der vollstandigen zytotoxi- 
schen Kapazitat der T-Zellen im PBMC-Verband, ohne daS es er- 
forderlich ist, daS die Tumorpeptide/Ant igene bekannt sind. 

Bei der Erklarung der deutlich erhohten Wirksamkeit von CAPRI - 
Zellen im Vergleich zu nur CD3 -aktivierten T-Zellen im PBMC- 
Verband wird u.a. davon ausgegangen, daS, abhangig von der Ak- 
tivierungsmethode, eine unterschiedliche Gewichtung der ver- 
schiedenen Immunzellen-Subpopulationen eintritt . So konnen mit 
Hilfe einer FACS-Analyse (Fluoreszenz-aktivierter Zell-Sorter) 
quantitative Unterschiede im Auftreten der CD4 + T-Zellen (Hel- 
ferzellen) und der CD8 + T-Zellen ( zytotoxische Zellen) wie auch 
der CD45RO + T-Zellen (Gedachtnis -T- Zellen) festgestellt werden. 
CD3-Aktivierung der PBMC fiihrt zu etwa 2 5 % CD4 + T-Zellen und 
58 % CD8 + T-Zellen; das Umgekehrte wurde bei der Gedachtnispra- 
gung beobachtet, die zu 54 % CD4 + T-Zellen und 29 % CD8 + T- 
Zellen f iihrte . Am bedeutsamsten ist dabei der Anstieg der 
CD4 5RO + Gedachtnis- Zellen bei der Kaskaden-Gedachtnispragung. 
Nur 3 % der unstimulierten (naiven) PBMC zeigen einen CD4 5RO + 
Phanotyp, 2 9 % der CD3 - stimuli erten Zellen und 4 9 % der CAPRI - 
Zellen. Diese Zunahme an Gedachtniszellen bei der Kaskaden- 
Gedachtnispragung ist bei der Bekampfung von Tumorzellen von 
groSer Bedeutung, da Gedachtnis-Ef f ektorzellen keine oder nur 
eine sehr geringe Costimulierung fur ihre zytotoxische Aktivi- 
tat benotigen. Ein weiteres Charakteristikum von Gedachtnis- 
Ef f ektorzellen ist die Fahigkeit zur MHC-restringierten Lyse . 
So sind CAPRI -Zellen in der Lage, allogene Krebszelllinien, 
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d.h. Krebszelllinien von anderen, fremden Patienten, hochspe- 
zifisch resp. MHC-restringiert zu lysieren, unter der Voraus- 
setzung, daS die allogenen Krebszelllinien und die zytotoxi- 
schen CAPRI -Zellen ein gemeinsames MHC-Antigen aufweisen. 

Wie bereits erlautert, konnen mithilfe der Kaskaden- 
Gedachtnispragung Gedachtnis-Ef f ektorzellen gegen nicht iden- 
tifizierte Peptide unbekannter Infektionen erhalten werden. 
Die genaue Funktion von solchen unbekannten oder manchmal auch 
bekannten chronischen Infektionen bei der Karzinogenese ist 
Gegenstand intensiver Forschung. Manche Viren sind bekannter- 
maSen Hauptf aktoren der Karzinogenese, wie z.B. die humanen 
Papilloma-Viren (HPV) 16/18 bei Gebarmutterhalskarzinomen. An- 
dere Viren stehen unter einem ahnlichen Verdacht, wenn auch 
noch keine immunogenen Peptide identif iziert werden konnten. 
Ein Beispiel dafiir ist das JC-Virus, das ein wichtiger karzi- 
nogener Faktor bei kolorektalen Karzinomen zu sein scheint. 
Obschon durch Verabreichung von CAPRI -Zellen eine Regression 
der kolorektalen Karzinome in Patienten erreicht werden konn- 
te, bleibt unklar, ob die JC-viralen Peptide oder andere Pep- 
tide der Tumorzellen die eigentlichen Angrif f sziele der lyti- 
schen Aktivitat der CAPRI -Zellen darstellen. 

CAPRI-Zellen konnen in einer Dosismenge von 0,5-30 Millionen 
Zellen pro Injektion eingesetzt werden. Die Menge injizierter 
Zellen kann in Abhangigkeit vom Lebensalter, Korpergewicht 
und/ oder von moglichen Nebenerkrankungen des Patienten ange- 
paSt werden. Es ist moglich, die injizierte Zellmenge mit zu- 
nehmender Behandlungsdauer zu erhohen oder ggf . zu senken. In 
der Regel liegt die Zellmenge pro Injektion an erwachsene Pa- 
tienten bei ungefahr 1-20 Millionen Zellen pro Injektion. 

Die Injektionen konnen in unterschiedlichen Zeitabstanden, wie 
ein bis mehrmals wochentlich, alle paar Wochen oder mit noch 
langeren Zeitabstanden, verabreicht werden. 
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Die Injektionen von CAPRI -Zellen werden intradermal, intrave- 
nos und/oder intramuskular verabreicht . Falls die Tumorgrofte 
nicht einen Durchmesser von 0,5 cm tibersteigt, konnen die CAP- 
RI -Zellen statt urn den Tumor auch in den Tumor verabreicht 
werden. Bevorzugt erfolgt die Verabreichung uber eine kombi- 
nierte intradermale und intravenose Injektion. 

Gemaft einer bevorzugten Ausf uhrungf orm werden den Patienten 
zusatzlich zu den CAPRI-Zellen CD3 -aktivierte Zellen in einer 
Dosis im Bereich von 1-15 Millionen Zellen verabreicht. Die 
CD3-aktivierten Zellen konnen entweder in eine andere Korper- 
stelle als die CAPRI-Zellen oder in die Nahe der intradermalen 
CAPRI - Inf iltrationsstelle verabreicht werden. Die Verabrei- 
chung erfolgt bevorzugt uber eine intradermale und/oder intra- 
muskulare Injektion. 

Die Behandlung von Krebserkankungen durch die erf indungsgemafte 
Verwendung von CAPRI-Zellen kann auch zusatzlich zu andersar- 
tiger Therapie erfolgen. So konnen CAPRI-Zellen, gegebenen- 
falls in Kombination mit CD3 -aktivierten Zellen, zur Behand- 
lung von Krebserkrankungen zusatzlich zu iiblichen Medikamen- 
ten, die im Rahmen einer Chemotherapie verabreicht werden, 
eingesetzt werden. Des weiteren konnen diese Zellen zusatzlich 
zu einer Strahlentherapie verabreicht werden. 

BEISPIELE 

1 . Methoden zur Herstellung von CAPRI-Zellen 

1) Beginn der CD3 -Akt ivierungsphase (2-4 h) : 
10-20 Millionen PBMC (uber einen Ficoll -Hypaque- Gradient en 
aufgetrennt) werden in einem Volumen von 10-12 ml Kulturmedium 
(wie z.B. RPMI1640) suspendiert, mit 10 % Hyclone- f otalem Kal- 
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berserum erganzt, und auf immobilisierte anti-CD3-monoklonale 
Antikorper gelagert . Das Hyclone kann jederzeit durch autolo- 
ges Serum ersetzt werden. 

2) IL2-Unterstutzungsphase (2-3 h) : 

Nach 2-4 h CD3-Aktivierung werden 2 0 Einheiten IL-2/ml zugege- 
ben, zur Unterstutzung der Aktivierung und zur Verhinderung 
von Apoptose . 

3) Pragungsphase (18-24 h) : 

Nach 2-3 h IL2-Unterstutzung sind die APC ausreichend fur eine 
Pragung von naiven PBMC aktiviert: 10-20 Millionen naive PBMC 
in einem erganzten Kulturmedium werden zu den stimulierten 
PBMC zugegeben. 

4) Expansionsphase (72 h, wahlweise) : 

Die gepragten PBMC (jetzt CAPRI-Zellen) werden gezahlt und in 
einem erganzten Medium resuspendiert mit 2 0 Einheiten IL-2/ml 
bei einer Konzentration von ca. 0,2-0,4 Millionen Zellen/ml. 

5) Ernten von CAPRI-Zellen: 

Nach 72 h Expansion werden die Zellen geerntet und gefroren in 
Aliquots von 2-30 Millionen/Ampulle aufbewahrt oder unmittel- 
bar im Rahmen einer Behandlung eingesetzt. 

Die Verwendung von allogenen Zellen in den verschiedenen 
Schritten der Kaskaden-Gedachtnispragung wie auch andere Modi- 
fizierungen konnen ohne eine Veranderung des Grundverf ahrens 
durchgefuhrt werden. 

Die Herstellung von CAPRI-Zellen und von CD3 -aktivierten Zel- 
len wird in der WO99/50393 des Anmelders ausfuhrlich beschrie- 
ben. 
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2. Modalitaten der t herapeutischen Verabreichung von CAPRI - 
3eUen 

Die CAPRI-Zellen werden in einem geringen Volumen (1 ml) PBS 
(phosphatgepuf f erte Salzlosung) resuspendiert und vorzugsweise 
intradermal und intravenos injiziert. Sie konnen auch intra - 
muskular injiziert werden oder urn den Tumor, auSerdem in den 
Tumor infiltriert werden, falls die TumorgroSe nicht einen 
Durchmesser von 0,5 cm iibersteigt . Abhangig von der Indikation 
wird mit Aliquots von ca . 0,5 Millionen CAPRI-Zellen begonnen, 
pro Injektion sollten aber nicht mehr als 30 Millionen Zellen 
verabreicht werden. 

Werden zusatzlich CD3 -aktivierte Zellen verabreicht, so er- 
folgt die Injektion in einer Dosis von 1-20 Millionen Zellen. 
Die Verabreichung erfolgt uber eine intradermale und/oder in- 
tramuskulare Injektion. 



3. In vitro-Studien der CAPRI-Zellen Aktivitat 

A) Solide Krebszelllinien wurden innerhalb von 24 h durch CA- 
PRI-Zellen lysiert. Es zeigte sich, daS CAPRI-Zellen nach Zer- 
storung einer Krebszelllinie erneut eingesetzt werden konnen. 
CAPRI-Zellen konnten bis zu 7 x auf eine weitere Krebszellli- 
nie aufgetragen werden und diese mit derselben Ef fizienz zer- 
storen. Dabei muSten keine Zytokine zur Unterstut zung der CA- 
PRI-Zellen eingesetzt werden. Die getesteten Krebszelllinien 
stammten von einem Melanom (eine Linie) , Brustkarzinom (9 Li- 
nien) , Dickdarmkarzinom (3 Linien) , Glioblastoma multiforme (2 
Linien) und Bowenoides Papillom (1 Linie) . Insbesondere beim 
Bowenoid- Tumor zeigte sich die Uberlegenheit von CAPRI-Zellen 
(d.h. naive PBMC gepragt mit aktivierten PBMC des Patienten) 
im Vergleich mit PBMC-Zellen, die in Gegenwart einer Bowenoid- 
Tumorzelllinie aktiviert und gepragt worden waren. Erstere wa- 
ren zur Lyse befahigt, letztere hingegen nicht. Die Zusammen- 
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setzung dieser Bowenoid-Tumorzelllinie ist dabei von besonde- 
rem Interesse, da diese Tumorzelllinie aus nur etwa 3 % Tumor- 
zellen bestand, die restlichen 97 % waren Fibroblasten . Die 
Fahigkeit der CAPRI - Zellen, die Krebszellen "hinter" den Fi- 
broblasten zu entdecken, ist vor allem im Zusammenhang mit me- 
tastasischen Lasionen, die des ofteren von Fibroblastenschich- 
ten umgeben sind, von groSter Bedeutung . 

Im Gegensatz zu den CAPRI-Zellen waren die nur CD3 -aktivierten 
Zellen nicht in der Lage, die oben aufgezahlten soliden Krebs- 
zelllinien zu zerstoren. Es mu£ darauf hingewiesen werden, daS 
bei frischen Einzelzell -Suspensionen von Tumorbiopsien oder 
Krebszelllinien schon wiederholt gezeigt werden konnte, daS 
diese fur eine Lyse durch CD3-aktivierte Zellen anfallig sind. 
Bei diesen Tumor zellen aber handelte es sich urn Einzelzell- 
Suspensionen, die durch enzymatische Behandlung vorgeschadigt 
waren und die nicht die Moglichkeit hatten, sich zu regenerie- 
ren und eine solide Tumorlinie aufzubauen. 

B) Bei Assoziationsstudien mit neun Brustkarzinomzelllinien, 
die aus frischen Tumorbiopsien stammten, zeigte sich eine MHC- 
Klasse II restringierte Lyse. So lysierten CAPRI-Zellen von 
einem Donor mit HLA Klasse II Allel DQB1*0201 die autologe 
Krebszelllinie (auch mit HLA-DQB1* 0201 ) und weitere, allogene 
Brustkrebszelllinien, die ebenfalls fur DQB1*0201 positiv wa- 
ren. Das gleiche trat bei CAPRI-Zellen auf, die HLA-DQB1*0603 
restringiert waren. Nur die HLA-DQB1*0603 positiven autologen 
Krebszelllinien und weitere Krebszelllinien vom Typ HLA- 
DQB1*0603 wurden lysiert. Wenn auch die HLA-Klasse II restrin- 
gierte Lyse bei Brustkarzinomen dominant war, so wurde doch in 
einem Fall eine HLA-Klasse I restringierte Lyse beobachtet . 
Antikorper gegen die prasentierenden HLA-Klasse-II-Molekule 
blockierten die Krebszellenlyse vollstandig, wahrend Antikor- 
per gegen die HLA-Klasse- I -Molekule die Krebszellenlyse nur 
schwach verminderten . Die Entfernung von CD4 + oder CD8 + Immun- 
zellen nach der Kaskaden-Gedachtnispragung uber eine "magnetic 



1A-86 027 



16 



bead separation" fiihrte jedoch zum vollstandigen Verlust der 
lytischen Aktivitat der zuruckgebliebenen CAPRI-Zellen . Im Ge- 
gensatz dazu hatte die Entfernung von CD56 + oder CD57 + Natural- 
killerzellen praktisch keinen EinfluS auf die lytische Aktivi- 
tat. Dies weist darauf hin, da£ CAPRI-Zellen auch HLA-Klasse I 
restringierte Lyse, vorwiegend jedoch HLA-Klasse II restrin- 
gierte Lyse ausfuhren. Naturalkillerzellen, die fiir CD4 oder 
CD 8 positiv sind, aber negativ fiir CD56 oder CD57, tragen mog- 
licherweise - in geringem MaSe - zur lytischen Aktivitat der 
CAPRI-Zellen bei . 

4 . In vivo Studien 

A) Die in vivo wirksamkeit der CAPRI-Zellen konnte anhand einer 
Untersuchung von zuganglichen Tumoren festgestellt werden. Die 
folgenden Tumore wurden behandelt und untersucht : ein Melanom, 
Hautmetastasen von zwei Patientinnen mit Brustkrebs, Hautmeta- 
stasen von einer Patientin mit Eierstockkrebs und ein Bowe- 
noides Papillom. Die Applizierungsmethode war eine direkte In- 
jektion in und urn den Tumor, falls der Tumor nicht groSer als 
0,5 cm im Durchmesser war. In grofieren Tumoren, z.B. im Fall 
einer 5 cm x 8 cm Hautmetastase der Patientin mit Eierstock- 
krebs, wurde die Injektion am Rande des Tumors gesetzt, d.h. 
im Expansionsbereich. Alle so behandelten Tumore zeigten eine 
rasche Regression nach 6-8 Wochen mit wochentlicher oder zwei- 
mal wochentlicher Injektion. Dieses Resultat ist vor allem von 
Interesse im Fall der Patientin mit dem Bowenoiden Papillom, 
da diese Patientin fiinf mal innerhalb eines Jahres in der der- 
matologischen Klinik der Universitat Munchen laserchirurgisch 
und durch lokale Applikation von Cremes behandelt worden war. 
Trotzdem tauchten vor der Injektion von CAPRI-Zellen die Tu- 
morzellen immer wieder im Vulva- und Analbereich auf. Die Pa- 
tientin ist nun seit zwei Jahren tumor f re i . 
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B) Im Rahmen der Studie zur in vivo Wirksamkeit von CAPRI - 
Zellen wurde eine Brustkrebs- Patient in behandelt, die fiinf so- 
wohl durch Biopsien wie auch durch Ultraschall und CT nachge- 
wiesene Lebermetastasen aufwies. Dieser Patientin, die wahrend 
der Periode der CAPRI -Ze 11 enbehandlung keine weitere Behand- 
lung erfuhr, wurden zwei Injektionen pro Woche mit mindestens 
20 aber nicht mehr als 30 Millionen CAPRI -Zellen intravenos 
verabreicht. Erste eindeutige Anzeichen einer Regression des 
Tumors konnten nach 8 Wochen durch Ultraschall -Untersuchungen 
festgestellt werden. Die Behandlung mit CAPRI -Zellen induzier- 
te bei 4 von 4 Patienten mit einem metastatischen Dickdarmkar- 
zinom eine signifikante Regression des Tumors. Zwei dieser 4 
Patienten erhielten keine Chemotherapie mehr aufgrund der 
starken Nebenwirkungen und/oder mangelnder Wirksamkeit . 

C) Bei den Patienten unter A) und B) wurde entweder keine wei- 
tere Medikation verabreicht oder die vorherige Medikation wur- 
de nicht verandert . Zusatzlich zu den CAPRI-Zellen wurden auch 
CD3 -aktivierte Zellen eingesetzt . 

D) Die oben beschriebenen Wirkungen der CAPRI-Zellen wurden in 
autologen Systemen erreicht. Es konnen jedoch auch allogene 
(fremde) Zellen in verschiedenen Stadien der Kaskaden- 
Gedachtnispragung eingesetzt werden. Dies ist erst bei wenigen 
Patienten durchgefuhrt worden, die den GroEteil ihrer Immun- 
zellen wahrend der Chemotherapie verloren hatten. Allogene 
Zellen konnen manchmal die lytische Aktivitat der CAPRI-Zellen 
intensivieren. Es ist z.B. mdglich, fur den ersten Schritt der 
Aktivierung (siehe Methoden zur Herstellung von CAPRI-Zellen, 
Schritte 1 und 2) die Zellen des Patienten einzusetzen, und 
dann allogene naive PBMC fur eine Pragung mit den autologen 
aktivierten PBMC des Patienten (Alio -CAPRI) zu verwenden. In 
einer Familie mit einem Patienten mit einem kolorektalem Kar- 
zinom, dessen Vater keine Krebserkrankung entwickelte, bei dem 
aber mehrfach Polypen im Kolon auftraten, was bekanntlich als 
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Krebsfruhstadium gewertet werden kann, konnten die APC des Va- 
ters (Allo-APC) zur Pragung der naiven Immunzellen des Patien- 
ten verwendet werden. In diesem Fall waren die vaterlichen APC 
in der Lage, die naiven PBMC des Patienten zu pragen und so 
zur Bildung von Gedachtnis-Ef f ektorzellen zu fuhren, was an- 
hand der Krebszelllinie des Patienten getestet werden konnte . 
In dieser speziellen familiaren Situation konnten auch Allo- 
allo-CAPRI-Zellen induziert werden, d.h. die aktivierten APC 
des Vaters konnten die naiven PBMC des Vaters pragen und die 
so erhaltenen Zellen waren fahig, die Krebszelllinie des Pati- 
enten (des Sohnes) zu lysieren. Es mu£ darauf hingewiesen wer- 
den, daS diese vaterlichen CAPRI-Zellen, die als Allo-allo- 
CAPRI-Zellen auf den Krebszelllinien des Patienten verwendet 
wurden, keinerlei Kontakt mit den Zellen des Patienten hatten, 
weder mit den APC noch mit den Krebszellen des Patienten, und 
auch nicht mit aus solchen Krebszellen eluierten Peptiden. 
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Anspruche 

1. Verwendung von uber eine Kaskaden-Gedachtnispragung 
stimulierten mononuklearen Zellen des peripheren Blutes 
(CAPRI-Zellen) , erhaltlich durch das folgende 

St imulie rungs verf ahren : 

- mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) 

werden mittels T-Lymphozyten stimulierender Agenzien 
primar stimuliert 

den primar stimulierten PBMC werden naive PBMC 
zugesetzt und zur Stimulierung der naiven PBMC 
inkubiert , 
zur Behandlung von Krebserkrankungen . 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft 
autologe oder allogene CAPRI-Zellen verwendet werden. 

3. Verwendung nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daft die PBMC mittels CD3-Antikorper 
und/oder B7 -Antikorper und/oder Lektine und/oder 
Calciumionophore und/oder allogene Zellen und/oder 
xenogene Zellen primar stimuliert werden. 

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft 
die PBMC mittels CD3 -Antikorper primar stimuliert werden. 



5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft 
die PBMC mittels immobilisierter CD3 -Antikorper primar 
stimuliert werden. 
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6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch 
gekennzeichnet , da£ die Primarstimulierung der PBMC 
und/oder die Stimulierung der naiven PBMC in Gegenwart 
von Interleukin-2 und/oder Interleukin-4 und/oder 
Interferon y vorgenommen wird. 

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Vernal tnis von primar 
stimulierten PBMC zu naiven PBMC zwischen 1:10 und 10:1 
liegt . 

8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Vernal tnis von primar stimulierten PBMC zu naiven 
PBMC bei 1:1 liegt. 

9. Verwendung nach einem der Anspriiche 1-8, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die CAPRI -Zellen mittels einer 
Injektion intradermal, intravenos und/oder intramuskular 
und/oder in oder urn den Tumor verabreicht werden. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die CAPRI-Zellen mittels einer Injektion intradermal und 
intravenos verabreicht werden. 

11. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 oder 10, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die CAPRI -Zellen in einer Dosis von 
0,5-30 Millionen Zellen pro Injektion verabreicht werden. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daS 
die CAPRI-Zellen in einer Dosis von 1-20 Millionen Zellen 
pro Injektion verabreicht werden. 
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13. Verwendung nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die CAPRI -Zellen zusaramen mit CD3- 
stimulierten Lymphozyten verabreicht werden. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daS 
die CD3 -stimulierten Lymphozyten in einer Dosis von 1-20 
Millionen Zellen pro Injektion verabreicht werden. 

15. Verwendung nach einem der Anspriiche 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, daS die CD3 -stimulierten Lymphozyten 
mittels einer Injektion intradermal und/oder 
intramuskular verabreicht werden. 

16. Verwendung nach einem der Anspriiche 13-15, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die CD3 -stimulierten Lymphozyten in 
eine andere Korperstelle des Patienten als die CAPRI - 
Zellen verabreicht werden. 

17. Verwendung nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie zusammen mit einer auf den 
Erkrankungstyp abgestimmten medikamentosen oder 
strahlentherapeutischen Behandlung erf olgt . 
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Zusammenf assung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von iiber eine Kaskaden- 
Gedachtnispragung stimulierten mononuklearen Zellen des 
peripheren Blutes (CAPRI -Zellen) zur Behandlung von 
Krebserkrankungen. Die CAPRI - Zellen konnen auch in 
Kombination mit CD3 -aktivierten Zellen verabreicht werden . 
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